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ABSTRACT 
A total of 579 samples consisting of 170 blood and 409 nasal swab samples were examined using nested 
RT-PCR to detect the presence of BRSV in cattle. A total of 170 blood and 5 nasal swab samples of Frisian 
Holstain cattle (FH) from DKI Jakarta, 100 nasal swab samples of beef cattle (PO) from Bogor, 202 nasal 
swab samples of Frisian Holstain cattle from Bandung, and 102 nasal swab samples of Frisian Holstain cattle 
from Sumedang. Results showed that 43 of 579 samples (7.43%) were BRSV positive by RT-PCR. 
Meanwhile, virus isolation was performed on samples that test positive BRSV by nested RT-PCR. A total of 
43 samples were positive by nested RT-PCR but only 5 samples were BRSV positive by virus isolation. 
Therefore, nested RT-PCR had a high level of sensitivity compared to virus isolation. Aplication of RT-PCR 
in the future may be useful for direct, rapid, specific and sensitive detection of BRSV in nasal secretion from 
cattles with or without clinical symthom. Hence, this data can be used to obtain information on the molecular 
epidemiology of BRSV from cattle in Indonesian. 
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ABSTRAK 
Sebanyak 579 sampel yang terdiri dari 170 sampel darah dan 409 sampel usap mukosa hidung telah diuji 
dengan menggunakan nested RT-PCR untuk mendeteksi keberadaan BRSV pada sapi. Sampel tersebut berasal 
dari sapi FH asal DKI Jakarta (170 sampel darah dan 5 sampel usap mukosa hidung), sapi PO asal Bogor (100 
sampel usap mukosa hidung), sapi FH asal Lembang (202 sampel usap mukosa hidung), dan sapi FH asal 
Sumedang (102 sampel usap mukosa hidung). Hasil uji nested RT-PCR terhadap BRSV menunjukkan bahwa 
43 (7,43%) sampel terdeteksi positif BRSV dari total 579 sampel yang diuji. Sementara itu, isolasi virus pun 
dilakukan terhadap sampel yang positif BRSV berdasarkan uji nested RT-PCR. Sebanyak 43 sampel yang 
positif dengan nested RT-PCR, ternyata hanya 5 sampel yang terdeteksi dengan isolasi virus. Oleh karena itu, 
nested RT-PCR yang dikembangkan untuk deteksi BRSV pada sapi memiliki tingkat sensitivitas yang tinggi 
dibandingkan dengan isolasi virus. Sehingga aplikasi RT-PCR di masa depan dapat berguna untuk deteksi 
secara langsung, cepat, spesifik dan sensitif dalam mendeteksi BRSV pada sampel sekresi hidung dari ternak 
sapi baik yang menunjukkan klinis maupun normal. Selanjutnya data tersebut dapat digunakan untuk 
memperoleh informasi epidemiologi molekuler BRSV pada sapi di Indonesia. 
Kata Kunci: BRSV, Darah, Usap Mukosa Hidung, Nested RT-PCR 
PENDAHULUAN 
Bovine respiratory syncytial virus (BRSV) 
merupakan virus negative strand RNA yang 
tidak bersegmen yang ber-envelope dari genus 
Pneumovirus famili Paramyxoviridae (Collins 
et al. 2005). Penyakit pernafasan adalah salah 
satu dari problem kesehatan terpenting pada 
anak sapi (Larsen et al. 2007). Salah satu 
penyakit pernafasan penting yang masih 
menjadi masalah adalah penyakit pernafasan 
yang disebabkan oleh BRSV (Larsen 2000). 
Hal ini didasarkan oleh tingginya prevalensi 
penyakit secara serologik di dunia (Uttenthal et 
al. 2000). Morbiditas penyakit BRSV sangat 
tinggi (60-80%), walaupun mortalitasnya 
rendah (hingga 20%) (El-Hakim 2003). Kasus 
penyakit BRSV akan muncul karena dipicu 
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oleh keadaan stres akibat pengangkutan, 
berdesakan, perubahan cuaca ataupun 
makanan. Penularan virus BRSV umumnya 
melalui oral ataupun intra nasal. Masa inkubasi 
berkisar anatar 2-6 hari. Penyakit BRSV di 
Indonesia secara serologik telah ditemukan 
(Safriaty & Sendow 2003). Ada korelasi antara 
penyakit respirasi pada sapi dengan deteksi 
adanya virus pada sampel diagnostik (Larsen et 
al. 2007). Predileksi penyakit ini ada pada 
saluran pernafasan bagian bawah dan mungkin 
merusak epitel saluran pernafasan secara 
langsung yang diikuti perubahan yang 
dirangsang oleh mediator dan akan meningkat 
kerusakannya oleh infeksi bakteri yang 
mengganggu paru-paru (Babiuck et al. 1988). 
Tanda klinis dari penyakit ini adalah keluarnya 
cairan hidung yang berlebih, pireksia, batuk 
dan peningkatan frekwensi pernafasan (≥60 
gerakan per menit) (Larsen et al. 2007). 
Walaupun BRSV merupakan patogen 
utama penyebab penyakit gangguan pernafasan 
pada sapi, namun perangkat deteksi virus pada 
sampel asal sapi yang menujukkan klinis 
penyakit BRSV masih jarang, dikarenakan 
belum banyak pengembangan teknik untuk 
deteksi virus tersebut. Masalah utama dalam 
mempelajari pathogenesis BRSV adalah 
sulitnya untuk mengidentifikasi keberadaan 
virus secara cepat dan akurat. Keberhasilan 
diagnosa laboratorium untuk penyakit BRSV 
secara umum berdasarkan salah satu dari empat 
kriteria uji, yaitu: (1) Isolasi virus, (2) 
Identifikasi antigen BRSV pada jaringan yang 
terinfeksi, (3) Indikasi sero-konversi BRSV 
dan (4) Histopatologi. Dengan adanya 
kekurangan stadardisasi pereaksi (reagen), 
maka selalu diperoleh prevalensi antibodi 
terhadap BRSV yang tinggi hingga mencapai 
60 sampai 80% seropositif (Collins et al. 
2005). Untuk identifikasi BRSV dengan FAT 
diperlukan keahlian individu dalam memproses 
dan interpretasi hasil FAT, sehingga jarang 
dikembangkan metode ini untuk diagnosa 
penyakit secara rutin (Quinting et al. 2007). 
Sama halnya dengan isolasi virus seringkali 
tidak berhasil mengisolasi virus dari hewan 
yang secara klinis menunjukkan penyakit 
BRSV dan memakan waktu (11 sampai 21 
hari) serta diperlukan beberapa kali pasase buta 
(blind passage) agar efek sitopatik pada sel 
dapat terlihat. Selain itu sifat virus BRSV 
sangat lambat pertumbuhannya pada sel lestari 
seperti vero dan madin darby bovine kidney 
(MDBK) (Vilcek et al. 1994) dan seringkali 
upaya isolasi virus menemukan kegagalan 
dikarenakan sifat virus BRSV sangat labil 
(Smith et al. 1975). Oleh karena sulitnya 
isolasi virus tersebut, maka isolasi BRSV tidak 
direkomendasikan untuk dijadikan sebagai 
perangkat diagnosa secara rutin. Deteksi virus 
BRSV secara langsung dapat dilakukan dengan 
immune fluorescence (IF) dan ELISA 
(Tegtmeier et al. 1999). Kedua teknik tersebut 
lebih cepat dibandingkan dengan teknik isolasi 
virus, akan tetapi sensitivitas dan spesifisitasnya 
seringkali rendah dan bahkan bervariasi (Socha 
& Rola 2011). Oleh karena itu diperlukan 
pengembangan teknik deteksi BRSV pada 
sampel usap mukosa hidung asal sapi, baik 
secara klinis menunjukkan gejala gangguan 
pernafasan maupun yang normal. Teknik 
tersebut berupa teknik molekular biologi yaitu 
nested RT-PCR yang memanfaatkan primer gen 
yang mengkode Glikoprotein F (fusi) BRSV 
(Renata et al. 2005). Teknik ini sangat 
bermanfaat untuk diagnosa penyakit yang 
disebabkan oleh BRSV dan studi epidemiologi 
virus BRSV di Indonesia. 
MATERI DAN METODE 
Propagasi virus BRSV isolat standar 
Virus standar akan dipropagasi pada sel 
lestari vero cells ataupun bovine turbinate 
(BT). Pengamatan efek sitopatik (CPE) akan 
dilakukan tiap hari dan bila telah muncul CPE, 
virus dipanen dengan melakukan freezing dan 
thawing. Penyimpanan virus dilakukan pada 
suhu rendah (-70ºC). Lebih lanjut virus ini 
akan dijadikan sebagai kontrol positif untuk 
reaksi RT-PCR. Alternatif lain, apabila virus 
standar BRSV tidak diperoleh, maka vaksin 
inaktif BRSV produk komersial akan 
digunakan sebagai kontrol positif untuk reaksi 
RT-PCR. 
Pengambilan sampel lapangan 
Pengambilan dilakukan dengan merujuk 
kepada kepentingan pengambilan sampel. 
Dalam rangka isolasi agen penyakit, telah 
dilakukan pengambilan usap mukosa hidung 
sapi di Rumah Potong Hewan. Bersamaan 
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dengan itu dilakukan juga pengambilan darah 
berheparin dan serum pada hewan yang sama. 
Pengambilan dilakukan di daerah DKI Jakarta, 
Bogor, Lembang dan Sumedang. Sampel yang 
dapat dikoleksi sebanyak 579 sampel yang 
terdiri dari swab dan darah berheparin. Sampel 
untuk tujuan isolasi virus disimpan pada suhu 
sangat rendah (nitrogen cair), sedangkan darah 
berheparin pada suhu mendekati 0°C. 
Pengujian sampel dengan PCR 
Sampel usap mukosa hidung (500 ul usap 
mukosa hidung diencerkan 1:1 dalam PBS) 
kemudian diambil 200 µl dan diekstraksi 
dengan menggunakan QIAmp RNA mini kit 
sesuai dengan prosedur dari pembuat kit 
(Qiagen USA). 
Reaksi RT-PCR menggunakan primer 
oligonukleotida yang berasal dari gen 
Glikoprotein F BRSV (BRSVgF-B1f 5’- AAT 
CAA CAT GCA GTG CAG TTA G -3’) dan 
gen Glikoprotein F BRSV (BRSVgF-B2Ar 5’- 
TTT GGT CAT TCG TTA TAG GCA T -3’) 
untuk total reaksi RT-PCR 50 µl. Campuran 
reaksi RT-PCR terdiri dari 25 µl 2x reaksi 
buffer, sampel RNA 10 ul, 2 µl enzyme 
Platinum DNA Polymerase, 1 µl masing-
masing primer (10 µM) dan ddH2O untuk 
melengkapi reaksi RT-PCR hingga total reaksi 
50µl. Pembuatan cDNA: suhu 55°C selama 30 
menit; denaturasi 98°C selama 5 menit (satu 
putaran), 25 putaran: denaturasi suhu 94°C 
selama 45 detik; annealing 50°C selama 45 
detik; extension 68°C selama 1 menit. Satu 
putaran: elongasi suhu 72°C selama 90 menit. 
Pita spesifik yang dihasilkan pada RT-PCR 
sebesar 711 bp (Socha & Rola 2011). 
Reaksi nested RT-PCR menggunakan 
primer oligonukleotida dari gen Glikoprotein F 
BRSV (BRSVgF-B3f - 5´-GTG CAG TTA 
GTA GAG GTT ATC TTA GT-3´) dan gen 
Glikoprotein F BRSV (BRSVgF-B4Ar - 5´-
TAG TTC TTT AGA TCA AGT ACT TTG 
CT-3’). Campuran reaksi nested RT-PCR 
terdiri dari 5 µl 10x reaksi buffer, sampel DNA 
(dari produk RT-PCR) 5 ul, 1 µl Taq DNA 
Polymerase (5 unit), 5 µl masing-masing 
primer (10 µM) dan ddH2O untuk melengkapi 
reaksi RT-PCR hingga total reaksi 50 µl, 35 
putaran: denaturasi suhu 94°C selama 45 detik; 
annealing 50°C selama 45 detik; extension 
68°C selama 1 menit. Satu putaran: elongation 
suhu 72°C selama 90 menit. Pita spesifik yang 
dihasilkan pada RT-PCR sebesar 481 bp 
(Socha & Rola 2011). 
Isolasi virus BRSV 
Virus diharapkan diisolasi dari hewan 
klinis BRSV ataupun sapi yang serologik 
positif serta PCR positif dan sampel diambil 
dari saluran pernafasan ataupun paru-paru. Sel 
yang digunakan adalah sel turbinat atau sel 
primer calf lung (pasase satu hingga lima). Sel 
ditumbuhkan dengan menggunakan media 
dulbecco’s minimum essential medium 
(DMEM) dengan penambahan 5% Foetal Calf 
Serum (FCS) yang bebas virus BVD serta 
penambahan antibiotika (penisilin dan 
streptomisin) dan antimikotik (fungizone). 
Analisis hasil 
Sampel yang dinyatakan positif dengan uji 
PCR akan dilanjutkan dengan isolasi virus 
dengan menggunakan sel selapis madin darby 
bovine kidney (MDBK). 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
Sensitivitas nested RT-PCR BRSV 
Uji sensitivitas nested RT-PCR dilakukan 
untuk mengetahui tingkat sensitivitas 
perangkat diagnosa yang dikembangkan dalam 
hal ini adalah nested RT-PCR untuk deteksi 
BRSV dalam sampel usap mukosa hidung atau 
darah. Hal uji sensitivitas menunjukkan bahwa 
nested RT-PCR dengan menggunakan primer 
yang berasal dari gen G dapat mendeteksi 
DNA murni hingga mencapai 975,6 fg/µL 
(Gambar 1). Sementara itu, bila sampel 
mengandung 87,56 fg/µL DNA murni tidak 
akan terdeteksi dengan menggunakan nested 
RT-PCR ini. 
Spesifisitas nested RT-PCR  
Untuk uji spesifisitas nested RT-PCR gen 
G digunakan beberapa sampel virus yang 
memiliki kekerabatan yang sama atau memiliki 
sifat dalam menimbulkan klinis yang sama 
terhadap BRSV.  
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Dalam penelitian ini digunakan 4 virus 
yang memiliki kriteria seperti di atas, yaitu 
virus infectious bovine rhinotracheitis (IBR), 
virus bovine viral diarrhea (BVD), virus para 
Influenza Type-3 (PI-3) dan virus Hog 
Cholera. Hasil uji spesifisitas menunjukkan 
bahwa tidak satu pun dari ke-4 virus di atas 
terdeteksi adanya BRSV. Hal tersebut 
menunjukkan bahwa primer gen G yang 
digunakan benar-benar spesifik hanya untuk 
mendeteksi keberadaan BRSV pada sampel 
(Gambar 2). Keempat virus di atas yang 
digunakan untuk uji spesifisitas terhadap virus 
BRSV sebagai target spesifik sudah cukup 
mewakili. Hal tersebut mengingat uji RT-PCR 
merupakan uji yang memiliki tingkat 
spesifisitas yang tinggi.  
Deteksi sampel usap mukosa hidung dan 
darah 
Sebanyak 579 sampel yang terdiri dari 170 
sampel darah dan 409 sampel usap mukosa 
hidung telah diuji dengan nested RT-PCR. 
Hasil uji nested RT-PCR menunjukkan bahwa 
dari total 579 sampel yang diuji, terdeteksi 
positif hanya 43 sampel atau 7,43%. Semua 
sampel yang diuji berasal dari sapi yang secara 
klinis tampak normal. Bila dilihat dari hasil uji 
nested RT-PCR, maka jenis sampel usap 
mukosa hidung merupakan sampel yang sesuai 
untuk deteksi BRSV dengan menggunakan 
teknik ini, sedangkan untuk sampel darah tidak 
direkomendasikan, karena dari 170 sampel 
darah yang diuji, tidak satupun terdeteksi 
adanya virus BRSV. 
Perbandingan isolasi virus dengan nested 
RT-PCR 
Sebanyak 43 sampel yang dinyatakan 
positif dengan uji nested RT-PCR yang positif 
selanjutnya dilakukan isolasi dengan 
menggunakan sel selapis MDBK. Dari 43 
sampel positif RT-PCR hanya 5 sampel yang 
berhasil diisolasi, yaitu 3 sampel usap mukosa 
hidung dari Lembang (L-0150, L-0165, L-
0172) dan 2 sampel usap mukosa hidung dari 
Sumedang (Smd-0065 dan Smd-0078).  
 
Gambar 1. Sensitivitas nested RT-PCR BRSV 
M: Marker 100 bp cDNA murni gen G; 1: Konsentrasi 975,6 ng/µL; 2: Enceran 1:10; 3: Enceran 1:100;  
4: Enceran 1:1000; 5: Enceran 1:10.000 atau 975,6 fg/µL; 6: Enceran 1:100.000, 97,56 fg/µL 
 
Gambar 2. Spesifisitas nested RT-PCR BRSV 
M: Molecular weight; 1: Virus BRSV; 2: Virus IBR; 3: Virus BVD; 4: Virus PI3; 5: Virus hog cholera 
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Kelima sampel tersebut menunjukkan CPE 
pada sel MDBK setelah pasase ke-3. Hal 
tersebut membuktikan bahwa konsentrasi virus 
pada sampel tersebut tidak cukup tinggi, 
sehinggga pada pasase ke-1 dan ke-2 belum 
dapat menunjukkan efek sitopatik pada sel 
MDBK (Tabel 1) . 
Deteksi BRSV menggunakan sepasang 
primer gen F BRSV telah sesuai dengan hasil 
uji RT-PCR sebelumnya menggunakan 
pasangan primer yang sama (Socha & Rola 
2011). Berdasarkan tingkat sensitivitas 
menunjukkan bahwa primer gen F BRSV yang 
digunakan dalam penelitian ini memiliki 
tingkat sensitivitas hingga 975,6 fg/µl. 
Sementara itu, primer gen F BRSV memiliki 
spesifisitas yang tinggi dengan dibuktikan 
bahwa primer ini tidak dapat mendeteksi 
penyakit atau virus lain (IBR, BVD, PI3 dan 
Hog Cholera) yang sering menginfeksi ternak 
sapi. Bahkan virus IBR, BVD, serta PI3 
seringkali digunakan sebagai vaksin untuk 
hewan ruminansia besar (sapi) bersamaan 
dengan virus BRSV atau biasa dikenal sebagai 
vaksi multivalen (IBR, BVD, BRSV dan PI3). 
Kedua kategori tersebut (sensitivitas dan 
spesifisitas) dari perangkat diagnostik yang 
dikembangkan sangatlah diperlukan untuk 
validasi suatu perangkat diagnostik.  
Dalam penelitian ini, isolasi virus dan uji 
nested RT-PCR gen F digunakan untuk 
mendeteksi keberadaan BRSV pada 170 
sampel darah dan 409 sampel usap mukosa 
hidung asal sapi baik yang menunjukkan klinis 
maupun yang normal. Uji nested RT-PCR 
menunjukkan memiliki potensi dalam 
mendeteksi keberadaan virus BRSV lebih baik 
dibandingkan dengan isolasi virus yang 
menggunakan sel MDBK. Metode isolasi virus 
tidak dapat mendeteksi virus BRSV pada 
beberapa sampel yang telah dinyatakan positif 
dengann uji nested RT-PCR. Di sisi lain, ada 
38 sampel yang terdeteksi positif  BRSV akan 
tetapi tidak dapat terdeteksi dengan isolasi 
virus atau dari 43 sampel yang terdeteksi 
positif BRSV oleh nested RT-PCR akan tetapi 
hanya 5 sampel yang terdeteksi dengan isolasi 
virus. Hal tersebut menunjukkan bahwa uji 
nested RT-PCR menggunakan gen F untuk 
deteksi BRSV pada sampel usap mukosa 
hidung lebih sensitif dibandingkan dengan 
metode isolasi virus yang merupakan “gold 
standard” untuk uji virus BRSV. Selain itu, 
metode isolasi memerlukan waktu yang lama 
hingga hasil diperoleh yaitu sekitar 21 hari, 
sedangkan dengan menggunakan uji nested 
RT-PCR hanya diperlukan waktu maksimal 
hanya 5 jam dari mulai proses sampel hingga 
diperoleh hasil. Oleh karena itu, uji nested RT-
PCR dianggap uji yang dapat mendeteksi 
secara langsung, cepat, sensitif dan spesifik 
untuk mendeteksi keberadan BRSV pada 
sampel usap mukosa hidung sapi. Pendapat 
yang sama pernah dilaporkan pula oleh West et 
al. (2000), Valarcher et al. (2002), Socha & 
Rola (2011). 
Metode isolasi virus untuk deteksi BRSV 
pada sampel usap mukosa hidung yang telah 
dinyatakan positif BRSV dengan nested RT-
PCR seringkali diperoleh hasil yang negatif. 
Hal tersebut kemungkinan virus BRSV pada 
sampel usap mukosa hidung telah kehilangan 
viabilitasnya selama dalam perjalanan pada 
saat surveillance, atau infektivitas virus dapat 
terganggu dengan kehadiran antibodi yang 
mampu memblokir adsorpsi virus (Larsen 
2000). 
Tabel 1. Hasil deteksi BRVS dengan RT-PCR terhadap sampel darah dan usap mukosa hidung asal sapi 
Asal hewan Jenis sapi Jenis sampel Jumlah PCR positif Isolasi virus 
DKI Jakarta FH Darah 170 0 0 
FH Usap mukosa hidung 5 5 0 
Bogor PO Usap mukosa hidung 100 2 0 
Lembang FH Usap mukosa hidung 202 20 3 
Sumedang FH Usap mukosa hidung 102 16 2 
Total 579 43 5 
Persentase 7,43 0,86 
FH: Friesian Holstain; PO: Peranakan Ongole 
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Smith et al. (1975) melaporkan bahwa virus 
BRSV sangatlah labil sehingga seringkali 
gagal dalam upaya isolasi virus lapang. Vilcek 
et al. (1994); Belknap et al. (1995) sebelumnya 
menyimpulkan bahwa dalam beberapa kasus, 
terdapat klinis pernafasan, dan secara 
serologipun terdeteksi positif adanya antibodi 
terhadap BRSV. Namun pada saat dilakukan 
deteksi virus BRSV pada usap mukosa hidung 
baik dengan uji nested RT-PCR maupun isolasi 
virus diperoleh hasil yang negatif (West et al. 
2000). Data ini menunjukkan bahwa deteksi 
virus hanya mungkin terjadi pada periode 
pendek yang bertepatan dengan fase akut 
penyakit pernapasan. Valarcher et al. (2002) 
melaporkan bahwa BRSV dapat terdeteksi oleh 
RT-PCR pada sampel cairan bronchoalveolar 
asal sapi yang terinfeksi berat maupun ringan. 
Demikian pula, West et al. (2000) melaporkan 
bahwa uji nested RT-PCR sangat sensitif 
manakala digunakan untuk mendeteksi BRSV 
pada sampel usap mukosa hidung asal sapi 
yang terinfeksi BRSV. 
KESIMPULAN 
Aplikasi nested RT-PCR dengan 
memanfaatkan primer gen F di masa yang akan 
datang dapat berguna untuk mendeteksi 
keberadaan BRSV pada sampel sekresi hidung 
asal ternak sapi baik yang menunjukkan klinis 
maupun subklinis. Teknik ini memiliki 
keunggulan yaitu selain dapat digunakan untuk 
deteksi sampel secara langsung dan cepat, juga 
memiliki tingkat sensitivitas dan spesifisitas 
yang cukup tinggi. 
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